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RESUMEN

Lniamoeba histolytica es un organismo que tiene altos requerimientos de hierro para
su desarrollo. Se ha demostrado que el éxito de una invasién amibiana esta relacionada con
la disponibilidad de este metal en el medio. Muchos microorganismos patdgenos con altas
necesidades de hierro utilizan sideroforos para captar hierro. Debido a que el intestino
grueso es un medio con baja disponibilidad de hierro, y a que existen similitudes en la
regulacion de la captacion de hierro entre E. histolytica y Escherichia coli, este ultimo
posee sideroforos, era muy probable que la amiba también los produciria. K. histolytica
produce en respuesta a la activacién con colagena tipo 1 y Ca™ Grénulos Electrodensos
(GED), que ayudan a transportar varias moléculas asociadas a la patogenia del pardsito;

ademas contienen hierro, y este tal vez este asociado a un siderdforo.

Se realizaron cinéticas de activacion con colagena tipo 1 y Ca™* de /. histolytica con
una duracién de 8 hrs, en solucion Ringer como medio de mantenimiento bajo distintas
condiciones. Por el ensayo del Croma Azurol S (CAS) se midi6 la concentracion de hierro

y se detectaron sideroforos en los sobrenadantes de los medios a intervalos de 2 hrs.

Posteriormente con el ensayo Csaky se detectaron hidroxamatos. El grupo
experimental que contenia la solucion Ringer Colagena, fue el que presentd las
concentraciones mas altas de hidroxamatos. Se obtuvieron (GED), y en estos se pudo
detectar hidroxamatos, presumiblemente los GED participan en la liberacion de los
hidroxamatos al medio externo. La sintesis de GED e hidroxamatos es continua. Al igual
que en otros microorganismos el aumento de la sintesis de siderdforos es estimulado por la
baja disponibilidad de hierro. Este es el primer trabajo en el cual se reporta al menos
quimicamente la presencia de sideréforos en un protozoario. También se discute la

probable participacion del siderdforo en la patogenia del parasito.
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INTRODUCCION

La mayoria de los requerimientos de hierro para el desarrollo de plantas y animales

son de aproximadamente 0.4 a 4 pM (Weinberg E.I). 1978).

Sin embargo existen excepciones, bacterias aerdbicas superiores como Pseundomas,
Aerobacter, Corynebacterinm y Micobacteriuny, y algunos anacrobicos, por ejemplo:
Clostridium perfringens y €. pasterium, tienen requerimientos de hierro inusualmente altos,
estos fluctan entre 18 a 50 UM para los aerdbicos y de 11 a 36 1M para los anaerobios

{Diamond L.S. et al 1978),

E! cuerpo humano tiene de 4 a 5 g de hierro, aproximadamente el 75% de éste, esta
presente en la hemoglobina, parte del restante esta almacenado como ferritina y solo
cantidades traza forman parte de moléculas como: Transferrina, Lacioferrina, Citocromos,

etc.

El hierro tiene dos formas de oxidacidn; la ferrosa (Fe *') presente en medios
anaerdbicos, y la férrica (Fe **) en medios aerdbicos. La forma ferrosa es mas soluble que la
férrica por lo que en entornos anaerdbicos la disponibifidad del hierro no es problema pero
en ambientes aerdbicos la disponibilidad del hierro soluble es muy baja.  Casi todos los
organismos requieren hierro, los aerobios lo necesitan para la sintesis de citocromos y otros

componentes de la cadena de transporte de electrones, mientras que los anaerobios lo
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necesitan para la sintesis de ferredoxina y otras proteinas férricas sin grupo hemo con un

bajo potencial de oxido reduceion (Sanchez Salas J.L. 1990).

En el caso de los vertebrados y particularmente el hombre el hierro participa en
muchos procesos fisioldgicos; se combina con protoporfirina para el grupo hemo y enzimas
importantes como la catalasa, citocromos, peroxidasas y enzimas gue participan en la
sintesis de DNA, lo que explica el porqué es un metal esencial para las células de casi todos

los seres vivos.

Siendo el hierro un factor muy importante para casi todos los organismos vivos,
algunos como los vertebrados, han desarrollado mecanismos de defensa especiticos e
inespecificos para evitar la multiplicacién de agentes infecciosos, dentro de los inespecificos
se encuentra el proceso inflamatorio, el sudor, etc., y entre ellos también se encuentra el
procese de disminucidn de la concentracién de hierro, el cual se reduce a cantidades que no
permitirian el crecimiento de microorganismos extrafios en liquidos corporales o en mucosas
{bacterias, hongos y quizas algunos protozoarios). Asi la disminucion de la concentracion de

hierro puede actuar como un mecanismo de defensa contra infecciones microbianas.

Un factor comiin y esencial en todas las infecciones es la capacidad del patogeno
invasor de multiplicarse exitosamente en los tejidos del hospedero (Griffiths E. 1985). Se
observd que animales de laboratorio a los cuales se les inyectd hierro en diferentes
presentaciones, se hicieron mucho mas susceptibles a la infeccién por una gran variedad de

bacterias, incluyendo Escherichia coli comparandolos con los animales controles no tratados
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{Griffiths E. 1985). Los compuestos de hierro pueden abolir los efectos antibacterianos de

los fluidos del cuerpo in vitro. En general, €l hierro afecta la susceptibilidad de los animales
normales a la infeccion por reduccion de la dosis letal de bacterias, por ejemplo: la dosis letal
de E. coli en hamsters normales es de alrededor de 10" células, en contraste los hamsters
inyectados con citrato férrico de amonie o compuestos tipo Hemo experimentan una
reduccion de hasta 10° células, o que representa una baja de 100, 000 veces. Asi ante un
proceso infeccioso se ha observado una retencion det hierro por el hospedero, activando los
siguientes mecanismos: Incremento de la excrecion de hierro endégeno tanto en orina, sudor
y heces, decremento en la absorcién intestinal del hierro exdgeno; reduccion del hierro en Jos
compartimientos del plasma, con aumento del hierro almacenado, secrecion de proteinas
unidas al hierro en los sitios potenciales de invasion; incremento en la sintesis de proteinas
del hospedero unidas al hierro. Estas observaciones dieron origen a la “Teoria de la

Inmunidad Nutricional” postulada por Weinberg E. D. en 1984,

El hierro es esencial para el desarrollo de muchas bacterias, pero en un medio

ambiente aerdbico este elemento es altamente insoluble v ademas escasamente disponible

para muchos organismaos.

Algunas bacterias utilizan directamente proteinas que contienen hierro como son:
Transterrina, lactoferrina, o hemoglobina; otras tienen la capacidad de introducir hemo como

tal. Otros microbios sintetizan y secretan siderdforos (Kithn S. et al 1996).
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Los sideroforos se definen como un hgando virtualmente especifico para el hierro

(1YY, los cuales son de bajo peso molecular (500-1000 Daltones), son producidos por la
bacteria para la solubilizacién extracelular y el transporte hacia el interior del patogeno via

receptores y transportadores especificos (Neilands J.B. 1981},

En general los sideroforos pueden ser clasificados como hidroxamatos o Fenolatos-

Catecolatos (Fig.1).
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Figura I. Grupo Funcional de Hidroxamatos.

Los hidroxamatos son hidroxilaminas organicas aciladas, que presentan el siguiente

grupo funcional:

R]\C//O

s N\
R, OH
Podemos decir que a valores de pH no acido los catecoles son los ligandos mas
fuertes para el hierro (II1), superando a los hidroxamatos. Los catecoles pueden ser mejores
ligandos, pero tienen e inconveniente de que son susceptibles a oxidaciones avanzadas,
propiedad que no presentan los hidroxamatos, estos son mas estables. Los hidroxamatos son

capaces de formar complejos no cargados (ecuacion ii), a diferencia de los catecoles

(ecuacidn 1)
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Debido a su alto spin, los iones férricos octaedrales, son mas efectivamente quelados
por tres ligandos bidentados que contienen oxigeno (Fig. 2). En muchos casos los ligandos

bidentados estan incorporados a la misma molécula ( Miller M.J. 1989)
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Figura 2. Unién del hierro (IlI) a Figura 3. Sideroforo Ferrricromo.
tres grupos hidroxamato

Las pioverdinas forman una familia de compuestos que son intermediarios entre los
usuaimente estrictos sideréforos Catecolatos o hidroxamatos. Las Pioverdinas son fuertes
queladores del Fe(IIl), tienen un derivado denominado 2, 3 diamino-6, 7 dihidroxiquinolina
{cromdfore), que confiere color y fluorescencia a la molécula, la cual esta unida a un
pequeiio péptido. Una tercera parte de la molécula, usualmente esta formada por un grupo

succinamina unido a un grupe derivado de la quinalinena. La quelacidn del Fe(11l) involucra
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al grupo catecolato del cromoforo y las dos funciones hidroxamato derivadas de los dos

residuos hidroxiaminoacil de la cadena peptidica (Hohnadel D. y Meyer J.M. 1988).

Existen otros compuestas como el citrato y otros hidroxidcidos que no son ni
fenolatos ni hidroxamatos, que sirven para transportar hierro a la bacteria y que se podrian
considerar como siderdforos de afinidad intermedia (para mayor informacién ver tesis de

examen predoctoral Sanchez Salas J.L. 1990).

Algunos sideroforos tienen la capacidad de remover hierro de proteinas asociadas al
hierro y esta caracteristica ha sido relacionada con la virulencia del patogeno (Payne S.M.

1994),

Para la eficiente entrada de siderdforos férricos, €l microorganismo ha desarrollado
sistemas de entrada altamente especificos para sus propios sideréfores y también para
algunos sideroforos exdgenos. Todos los sistemas de entrada de siderdforos de baclerias
Gram negativas, involucran un receptor de membrana externa y un sistema de transporte
periplasmatico dependiente de una proteina de union que consiste de una proteina
periplasmatica, un componente integral de membrana y una ATPasa unida a la membrana
que provee energia. Una vez que el siderdforo entra a la célula, el hierro es liberado por

reduccion a Fe(IT) completando el proceso (Kiihn S. et al 1996).

A continuacién se presentan algunos ejemplos de la relacion de los siderdforos con la

capacidad de infeccién, En Escherichia coli se ha encontrado una relacion entre la virulencia
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de cepas bacterianas y la produccion del sideroforo aerobactina {(Montgomerie J. Z. et al
1984). Varios miembros del género Pseudomonas son importantes en nutricion de plantas y
patologia humana, 1odos producen sideroforos conocidos como pseudobactinas, pioverdinas
o azobactinas ( Neilands J.B. 1994a). La virulencia esta claramente asociada con la
asimifacion de hierro en Vibrio anguillarum, el agente causal de la septicema hemorragica
letal de peces salmonicos: Esta bacteria tiene un sistema de captacion del hierro de alta

afinidad que utiliza el sideroforo anguibactina (Neilands J.B. 1994b),

En Vibrio cholerae se ha observado que la capacidad de colonizacién del intestino,
esta relacionada con el buen funcionamiento de sus dos sistemas de captacion de hierro: La
utilizacién de Hemo y el sistema de entrada del sideréforo vibriobactina (Henderson D.P. y

Payne S.M. 1994).

Generalmente cuando un parasito como las bacterias tienen £éxito en la infeccidn y
posterior produccion de la enfermedad, es debido a que posee junto con sus factores de

virulencia un sistema de alta afinidad (sideréforos) para el Fe(III).

Entamoeba histolytica, es un parasito que afecta al 10% de la poblacion mundial, es
el agente causal de la amibiasis invasora, que se caracteriza por la destruccion e invasion de
la mucosa coldnica por trofozoitos. £ histolytica también tiene el potencial de causar

infecciones extra intestinales (Kretschmer R.R. 1994).
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I histolytica es un organismo  que tiene altos requerimientos de hierro para su
desarrollo, Lautour N. G. y Reeves R. E. {1965) probaron que era posible cultivar la cepa
DKB a niveles de hierro abajo de 12 uM, sin embargo estos autores no hacen referencia a la
concentracion que produce el maximo desarrollo, los datos que ellos presentan sugieren que

se sitha alrededor de 44 uM.

El hierro ha sido encontrado en los Trofozoitos de £. histolytica presente en enzimas
como la diaforosa, proteinas hierro sulfuro, ferredoxinas y superoxido dimutasas, a través de
ellas se puede dar una via oxidativa para el metabolismo de la amiba en ausencia de un

sistema de citocromos (Smith J.M. y Meerovitch E. 1982).

Se tiene conocimiento de que la infeccion por kK. histolytica se produce por la
ingestion de quistes maduros, y el desenquistamineto ocurre en la region inferior del
intestino delgado, y ripidamente el metacisto s¢ divide para dar origen a ocho pequenas
amibas, estas penetran en el intestino grueso y pueden invadir los tejidos del huésped (Zama
V. 1982). Debido a que el pH presente en el intestino delgado y grueso, tiene un intervalo
de 6.89 - 7.51 ( Schuliz $. G. et al 1989), y estos pHs, el hierro esta en un estado de
oxidacion de +3, este es muy insoluble en este medio; ademas de que normalmente. el hierro
se puede unir a proteinas como la lactoferrina presente en las secreciones del intestino, por
lo tanto el hierro libre solubilizado, baja aun mas (Neilands J. B. 1984), esto sumado, a que
en un proceso infeccioso provoca que el hospedero retenga la mayor parte del hierro que

pudiera usar el patogeno (Weingberg E.D. 1984), dando como resultado, que por to menos
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en las primeras etapas de la infeccion, la dispombilidad de hierro para fo. hisiolyptica sea muy

baja.

A continuacion citaremos algunos ejemplos de ta relacion existente entre el proceso

de invasion de £ Aistolytica y la disponibilidad de hierro.

Estudios realizados en el Hospital General del Centro Medico Nacional del IMSS
con pacientes afectados por absceso hepatico amibiano (Diamond L.§. et al 1978)
demostraron que los niveles de hierro en suero de los pacientes, era aproximadamente la
mitad de los presentes en individuos sanos; en cuanto a la capacidad de unién total al hierro
(CUTH) y el porcentaje de saturacién de la transferrina eran tres veces menos que la
presente en los controles. Diamond y colaboradores sugieren que la amiba al invadir la pared
del intestino grueso provoca que el hospedero desencadene un estado de hipoferremia
dando lugar a una movilizacion del hierro hacia el higado; sin embargo la amiba puede entrar
a la circulacion sanguinea a través de la erosion de vénulas y viajar al higado donde
nuevamente existen condiciones favorables para la invasién, por lo tanto esta respuesta

protectora resulta en un detrimento de la salud del hospedero.

Els;ion-Dew R. y colaboradores (1949) realizaron investigaciones en poblaciones
Zulies en Duban Sudafrica, en las cuales eran muy frecuente y severa la disenteria amibiana
fulminante, especialmente en adultos jovenes. Los investigadores descubrieron una alta
incidencia de siderosis entre los Zulles, la cual fue asociada a una dieta compuesta

principalmente por cereales y a la entrada de hierro idnico proveniente del habito de cocinar
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y comer en utensilios fabricados de hierro, ademis eran comunes elevados indices de hierro

en suerc y una ata CUTH, también se encontraron depositos anormales de hierro en el
higado. Debido a que se tiene conocimiento de la susceptibilidad de los humanos a
patdgenos bacterianos y hongos cuando sus niveies de hierro  son elevados, ellos no

dudaron en relacionar la siderosis de los Zuliies con la severtdad y frecuencia de la amibiasis.

Como podemos ver E. histolytica tiene elevadas necesidades de hierro y el éxito de
una invasion amibiana entre otros factores, esta relacionado con la disponibilidad de este
metal en e] medio, ;Serd posible que £ histolytica necesite sistemas de captacion de hierro

de alta afimdad (Sideroforos)?.

La capacidad de los trofozoitos de [ histolytica para destruir tejidos humanos
durante la invasion amibiana, ha sido atribuida principalmente a la produccién de sustancias
citoliticas o hidroliticas, sin embargo, otros estudios han sugerido la participacion de
proteinas amibianas que forman canales idnicos en la membrana de la célula blanco (Leippie
M. et al 1991 y 1993), enzimas proteoliticas como las cistein-proteinasas (Monfort 1. et al
1993) v metaloproteinasas como ta colagenasa que digiere la coligena tipo 1 (Mufioz ML,

et al 1982).

Debido a que la coligena es uno de los mayores componentes de la matriz
extracélular en tejidos humanos, la colagenasa de . histolytica ha sido considerada como un
factor importante en la patogenicidad de! parasito. Esta actividad esta asociada con los

granulos electrodensos (GED) que tienen un diametro entre 80 y 200 nm, v son secretados
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hacia ¢ espacio extracelular en respuesta a la interaccion de los trofozoitos con colagena

tipo 1y Ca 2 (Mufioz MLL. et al 1990 y 1994). Se tiene establecido que los GED son
complejos densos desprovistos de membrana, formados por polipectidos cationicos, los
cuales presentan varias actividades proteoliticas; el espectro de rayos X obtenido de GED
purificados revelé que contenian los siguientes elementos: Na, Mg, S, Cl, K, Ca; ademés de
Hierro (Leon G. et al 1997). Debido a que los GED participan en la liberacion de
polipéptidos al espacio extracelular y como el hierro es uno de sus componentes, ¢Existiran
posibilidades de que el hierro este asociado a algin péptido, el cual pueda ser considerado

como un Sideroforo?.

Bruchhaus y Tannich (1994) al estudiar la regulacion de la expresion de la
superoxido dismutasa (SOD) en F. histolytica, encontraron que habia un incremento
sustancial de la expresion de la SOD en condiciones limitantes del ion ferroso; que toda la
actividad SOD puede ser atribuida a un tipo de hierro unido (FeSOD), que la expresion
FeSOD es regulada a nivel transcripcional y ,finalmente, en la region 5° del gen FeSOD de
amiba, habia un fragmento de 19 pb similar al motivo consenso del sistema de regulacion de
captacion de hierro de . cofi. Ellos concluyeron que habia similitudes en la regulacion del

hierro en E. coli y E. histoiytica.

Tomando en cuenta esto ultimo, y como se tiene conocimiento de que K. coli
produce en respuesta a la reduccion del hierro en el medio, los sideréforos enterobactina
(O’Brien L.G. y Gibson F. 1970) y aerobactina (Stuart S.J. et al 1980), ; E. histolytica en

respuesta a 1a reduccion de la concentracion de hierro, también producira sideroforos?



12

Actualmenie no se ha reportado la presencia o produccién de algin compuesto de
alta afinidad (sideréforo) que sea producido por este protozoaric o algin otre patogeno de

este tipo y nuestro trabajo se encamina para tratar de detectar algiin compuesto de esta

clase.

Para tratar de contestar estas preguntas se planted el siguiente objetivo y estrategia

experimental
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OBJETIVO

-Investigar la presencia de Siderdforos en Enfamoeba histolytica HM-1: IMSS en

diferentes condiciones de cultivo.

OBJETIVOS PARTICULARES

-Realizacidon de cinéticas de activacidn con colagena tipo | y calcio, en presencia de

diferentes medios de cultivo.

-Deteccién de hierro y sideroforos en sobrenadantes de cultivos y en Granuios

Eiectrodensos (GED).
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Preparacion de cultivos de amibas de 48hrs.

|
Realizacion de cinéticas de activacion de 8
hrs_ en diferentes medios de cultivo con
24X 10° células por caja

I i I

Sol. Ringer Sol. Ringer Sol. Ringer Sol. Ringer Sol. Ringer
Colagena Colagena Colagena Hierro
Hierro 2,2 Dipiridil

I |

Hacer tomas de muestra de |m! cada
2hrs. hasta las 8hrs.
Centrifugar y recuperar ¢l sobrenadante
Revisar el estado de las ¢élulas

I
[ |

De los sobrenadantes medir

De los sobrenadantes medir la
concentracion de hierro por sideroforos (hidroxamatos)
el ensayo CAS por ef ensayo Csaky

I l
I

Construir las graficas de
Tiempo vs Concentracion

Al finalizar la cinética recuperar las
células y el sobrenadante

]
Obtencion de GED
de los sobrenadantes

I
f | ]
Medir la concentracion Medir proteinas totales Deteccion de siderdforos
de hierro por el (Hidroxamatos) por el
por el ensayo CAS ensayo Bradford ensayo Csaky

[ | i
i

Construir las graficas correspondientes

| Analisis de resultados I—
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METODOLOGIA

REMOCION DE HIERRO DEL MATERIAL DE LABORATORIO.

El vidrio es una superficie con un notorio intercambio iénico. Por lo cual se pueden
tener grandes problemas por este hecho, ya que estas superficies continuamente se

contaminan con hierro,

fPara eliminar esta contaminacion se usd HCI diluido al 50 % y fue colocado ¢l
material en esta solucién por espacio de 24 hrs, Se puede usar agua regia o EDTA 50 mM

en vez de HC1.

Después de 24 hrs se enjuagaba con agua bidestilada 10 veces,

REMOCION DEL HIERRO DEL AGUA.

El método mas comiin para remover el hierro del agua es la destilacién. El agua
destilada y bidestilada fueron guardadas en contenedores de plastico por un periddo de 1
semana. Ei agua y los medios para estudios de hierro controlade o bajo se esterilizaron por

filtracion mas que por autoclave.

REMOCION DEL HIERRO DEL MEDIO.

Para desferrar los medios se utilizo el compuesto 2,2 Dipiridil, que es un quelador

de! hierro, en una concentracién de 0.15 mM, para desferrar el medio se esperaron 24 hrs.
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Para remover el hierro de la colagena, se vtilizo Cheiex 100 el cual es un estiren
divinilbenceno copolimero producido por Bio-rad, ia resina fue colocada en proporcion del

10 % y se agito por espacio de 2 hrs 2 4° C.

CINETICA DE ACTIVACION DE Entamoeba
histolytica.

CINETICA.

Una de las maneras usadas para poder detectar la presencia de siderdforos en
bacterias es el crecimiento de cultivos en medios pobres en hierro, acompaiiados con la
toma de muestras de sobrenadantes en distintos tiempos, midiendo en éstos la concentracion
de hierr(.) y graficando contra el tiempo. En los tiempos en los cuales existan bajas en la
concentracion de hierro, se presume la existencia o produccién de sideraforos,
posteriormente se procede a la confirmacion con un ensayo de deteccion de siderdforos,
Esta forma de deteccion de sideroforos se aplicard a k. histolytica, para lo cual, se

realizaron los ensayos que a continuacién se mencionan,

CULTIVOS DE E. histolytica.

Los trofozoitos de E. hisfolytica HM-1: IMSS se cultivaron en el medio TYI1-8-33,

Todos los experimentos se llevaron a cabo usando trofozoitos después de 48 hrs de cultivo.

SOLUCION RINGER.

La solucion Ringer fue seleccionada como medio de mantenimiento de amibas

debido a que es facil controlar su concentracién de hierro, ademas por su baja concentracion
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de hierro se puede usar para lavar las células y eliminar el medio de cultivo; es una solucién

transparente, evitando con esto que interfiera con los ensayos espectrofotométricas, y
mantiene a las amibas.en buen estado aproximadamente 8 hrs, el cual es tiempo suficiente
para poder detectar cambios en las cinéticas.

La solucién Ringer que se utilizo tenia la siguiente composicion:

Cloruro de sodio 9.000 g
Cloruro de potasio 0.042 ¢
Cloruro de calcio 0.025g

La solucién fue aforada con agua desionizada a 1000 ml. y se almaceno en botellas

de plastico o envases de vidrio sin hierro, y solo se preparo en el momento en el cual se

utilizo.

CINETICA DE ACTIVACION.

PREPARACION DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES.

Antes de iniciar el experimento se obtuvieron 288 x 10° células, una vez obtenidas,
se dividieron en grupos de 24 x 10° células por botelia, para un total de 12 botellas y 6
condiciones experimentales (2 repeticiones para cada una), A continuacién se mencionan los

pasos realizados.

Para obtener el nimero deseado de amibas se necesitan aproximadamente 36 botellas
de cultivo {75 em?) confluentes, se tuvo cuidado de que las células estuvieran en buen estado

y no existiera contaminacion. Para despegarlas se colocaron en hielo (por un periodo no

mayor de 5 minutos).
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Las células una vez despegadas, fueron centrifugadas a 1,300 rpm/3 minutos

(trabajando en condiciones de esterilidad) y se desecho el medio.

Las células se resuspendieron en 50 ml de solucion Ringer y nuevamente se
centrifugaron 2 1300 rpm/3 minutos, al final se desecho el sobrenadante y nuevamente se

repitio este paso,

Posteriormente todas las células fueron resuspendidas en 20 mi. de solucién Ringer
(Volumen finai} y estas se contaron en una cimara de Neubauer, verificando que el nimero

de células era de 288 x 10°, en caso contrario se disminuyd o aumento el nimero de células.

Terminando esto, se procedio a hacer los grupos experimentales registrados en la

Tabla I, recordando que cada botella tiene 24 x 10° células.

TABLA 1
CONTENIDO DE LAS BOTELLAS EN LA CINETICA DE ACTIVACION
*GRUPO | Sol Ringer  Colagena FeCl, 2,2-Dipiridil
1 30ml - - —
2 30 ml 9mg — —
3 30 ml 9 mg 1 mM™** -
4 30 mi 9mg --- 0.15 mM**
5 30 ml - 1 mM** —
Control 30 mi 9mg -—- ---

*Cada grupo esta formado por dos botellas.

**Concentracion final presente en cada botella.



19
ENSAYO DE HIERRO.

Una vez que los grupos experimentales estuvieron listos, se realizo un ensayo de 8
hrs., durante este se llevaron a cabo tomas de muestra ( 1 ml. de cada botella) en intervalos
de 2 horas, después de obtener la muestra, inmediatamente se centrifugo a 5000 rpm/5
minutos para eliminar células y restos celulares grandes; se recupero el sobrenadante y fue
centrifugado a 13,000 rpm/S minutos para eliminar restos celulares y coligena. Cada uno de

los sobrenadantes obtenidos se guardo a -20 °C,

Los sobrenadantes fueron utilizados para detectar Fe y sideroforos por el ensayo
CAS, ademads de detectar hidroxamatos por el ensayo Csaky, como se describira

posteriormente.

Cuando termino el ensayo (pasadas & hrs) se colocaron las botellas en hielo y se
despegaron las células, despuds se centrifugaron los medios a 1,300 rpm/3 minutos, los
sobrenadantes fueron guardados en refrigeracion y las células fueron contadas por camara de

Neubauer, y finalmente estas se guardaron a -70 °C,

OBTENCION DE GRANULOS ELECTRODENSOS (GED).

Para obtener los GED de los sobrenadantes obtenidos al final del ensayo, éstos
fueron centrifugados 2 veces a 3000 rpm por 10 minutos, o cuantas veces era Necesario,
para eliminar todos los contaminantes que no son granulos {observar al microscopio una
gota). Y finalmente, se centrifugaron a 10,000 rpm por 15 minutos para obtener los GED,

resuspendiendo éstos en solucién Ringer.
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Una vez obtenidos los GED se determinaron proteinas totales utilizando el ensayo

Bradford (Bradford M.M. 1976), se medieron hierro y sideréforos por CAS y se detectaron
hidroxamatos por el ensayo Csaky, una vez obtenidos estos datos, se graficaron los

resultados correspondientes.

DETECCION DE SIDEROFOROS.
ENSAYO DEL CROMA AZUROL S (CAS).

FUNDAMENTO.

Es un método quimico, que aprovecha la propiedad de que e! compuesto formado
por CAS-Fe(ID-HDTMA, al perder el Fe(lil) pasa del color azul al naranja. Si este
compuesto es adicionado en solucion tifie la solucion de color azul, si agregamos a la
solucidn un compuesto quelante (sideroforo) este va atrapar el Fe(lll) del compuesto y
como resultado Ja solucién cambia a color naranja.

CAS-Fe(II)-HDTMA + Quelador =— CAS-HDTMA + Quelador-Fe(111)
color azul (Sideréforo) color naranjz

El método es independiente de la estructura y para ligandos fuertes como los
sideroforos. Los ligandos débiles sélo reaccionan cuando estan presentes en gran cantidad.

Para calcular la concentracion de sidertforos se mide la absorba}ncia a 630 nm, una
vez que se alcance el equilibrio. La mayoria de los sideroforos reaccionan en proporcion de

1:1 con el complejo CAS-Fe(111}-HDTMA.
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El indicador es un compuesto de estructura desconocida formado por CAS-Fe(lll)-
HDTMA (Figura 3), que tiene un coeficiente de extincion de aproximadamente 100,000M™

em'a630nmypH56.

s0*
Cl—@iCl
_C
H;Cj©/ j@ CH,
0 0} Fe(111) CH;(CHy),5 N+ (CH;);

Coor CoOr

Croma Azurol § HDTMA

Figura 3. Componentes del compuesto ternario
CAS-Fe-HDTMA de  estructura
desconocida.

ENSAYO CAS PARA LA DETECCION DE SIDEROFOROS.
{Schwyn B. y Neilands J.B.)

Solucion Ensayo de Croma Azurol § (CAS).

Reactivos.

1. Hexadecil Trimetilamonio Bromuro (HDTMA}) SIGMA.
2. FeCl; . 6 H,O MERCK.

3. Piperazina Anhidra SIGMA.

4. Acido Clorhidrico concentrado.

5. Croma Azurol § (CAS), SIGMA.

Preparacion.
6 ml de HDTMA 10 mM se colocaron en un matraz volumétrico de 100ml y se
diluyeron con agua, después se adiciono lentamente y bajo agitacion 1.5ml de una solucién

de hierro (1 mM de FeCI3 . 6 H20 y 10 mM de HCl) y 7.5 ml de CAS acuoso 2 mM.

Posteriormente 4,307 g de Piperazina anhidra se disolvieron en agua, ajustando ¢l pH con
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HC! concentrade ayudados del potenciometro, esta solucion amortiguadora (pH = pK =

5.6) se agrego al matraz volumétrico que contenia ta solucién CAS y fue aforado con agua a
100 ml. La solucion se almaceno en la oscuridad y fue guardada en frascos de polietileno de

color café.

Deteccion de Sideroforos en Solucién.

Se tomo una alicuota de 0.5 mi de solucién de siderdforos o sobrenadante y fue
mezclada con 0.5 mi de sol. ensayo CAS. Una referencia fue preparada usando exactamente
los mismos componentes excepto el sideréforo por ejemplo el medio no inoculado, usado

para el cultive. Después de alcanzar el equilibrie ta absorbancia fue medida a 630 nm.

ENSAYO CSAKY.

FUNDAMENTO.

Este ensayo fue utilizado para la deteccion de siderdforos del tipo hidroxamato, y es
mas sensible que el ensayo del perclorato ftérrico. Como los écidos hidroxamicos son
hidroxalaminas organicas aciladas, la digestién de la muestra en acido sulfiirico y su
oxidacién con yodo a &cido nitroso fue introducida por Csaky para {a deteccion de la
hidroxilamina unida. La prueba es sensible ya que el acido nitroso es diazotizado y acoplado
a 1-naptilamina para producir un complejo conjugado ﬁJérte, ¢ intensamente coloreado. La
reaccién depende de la liberacion de hidroxilamina y desde que todos los siderdforos
hidroxamato son de variedades secundarias, la hidroxilamina N esta unida a una cadena de

carbono, aqui hay un pequefio misterio en como ocurre esto. La presencia de un grupo alfa
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amino y una cadena larga, favorece su ciclicacién y potencialmente regula la produccion de

una funcion aldehido.

Para darnos una idea de la concentracion de hidroxamatos en los sobrenadantes de

los grupos experimentales obtenidos en cada tiempo realizamaos lo siguiente:

Se uso un blanco que entro a todo el proceso del ensayo, el cual era agua
desionizada y se prepararon estandares a distintas concentraciones con el sideréforo
desferal, midiendo las absorbancias y haciendo una curva patron se puede conocer la
concentracion de los problemas.

También se graficaron las concentraciones de los problemas con el tiempo, para ver

como se comportaban.

Reactivos.

-Acido sulfanilico: 1 g de acido disuelto por calentamiento en 100 ml de 4cido Acético al
100 % (viv).

-Solucion de yodo: 2 g de Na;AsO,4 en 100 mi de agua.

-Acetato de sodio: 35 g de acetato de sodio en 100 ml de agua.

-Solucién de a-naptilamina: 3 g de a-naptilamina disueltos en 1,000 ml de ac. Acético al 30
%.

Deteccion de Hidroxamatos.

50 ul de solucién de sideroforo o sobrenadante fueron hidrolizados en 59 p 1 de
H,SO4 6N, en nuestro caso la tinica modificacion que realizamos fue que incubamos a 65 °C

por 1 hora, esto fue por un fin practico, ya que la temperatura de! ensayo era e! doble, y
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como verificamos con el sideroforo desferal que no se afectaba el ensayo, decidimos utilizar

esta temperatura.

La solucién era entonces regulada por adicion de 150 p 1 de solucion de acetato de
sodio. Se colocaron 50 p 1 de acido sulfanilico seguido por 25 it 1 de solucion de yodo.
Después de 3 a 5 minutos , €l exceso de yodo fue destruido con 50 p | de solucidn de
arsenito de sodio y se adicionaron 50 p | de selucion de naptilamina. El volumen fue aforado

con agua a 500 pl, y se espero el desarrollo de color de 20 a 30 minutos, y después se medio

la absorbancia a 526 nm.

LA MEDICION DE CONCENTRACION DE HIERRO.

Fue aprovechada la propiedad de que el compueste formado por CAS-Fe-HDTMA

al incorporar mas Fe(I11) va a adquirir un tono azul intenso.
CAS-Fe(1ll)-HDTMA + Fe(lll) — CAS-Fe(lll)-HDTMA
Fe(l11)
Color Azul Color Azul Intenso

Para calcular la concentracion de hierro de los problemas se midid la absorbancia a
630 nm y se construyo una curva patron de hierro y usando un blanco con CAS agua
desionizada, de esta manera se conoce la concentracion de hierro de los problemas. Un
volumen de la solucion CAS reacciona con un volumen de la solucion problema, lo mismo

que los estandares de hierro,
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El método nos permitid medir hasta una concentracion de 1 mM, concentraciones

mayores provocan que el reactivo precipite.

Con los datos obtenidos de la concentracion de hierro con respecto del tiempo se
graficaron los distintos grupos experimentales mencionados anteriormente, y se detecto

donde existen bajas en la concentracitn de hierro.
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RESULTADOS

SELECCION DE LAS CONDICIONES DE TRABAJO.

De los grupos experimentales, los que mejor conservaban las células, eran los grupos
Ringer-Colagena (Ri-Co) y el Ringer-Colagena-Hierro (Ri-Co-Fe). El grupo Ringer (Ri) y el
grupo Ringer-Hierro (Ri-Fe) conservaban bien las células. En cambio el grupo de Ringer-

Colagena-2,2 Dipiridil (Ri-Co-Dip), presento una alta mortalidad.

DETECCION DE HIERRO CON EL ENSAYO CAS.

Se graficaron las concentraciones de hierro de los sobrenadantes de los medios de
cultivo con respecto al tiempo, utilizando el ensayo CAS, tal como se indico anteriormente,
pero notamos que las graficas obtenidas en varias cinéticas no proporcionaban indicios de
alghn tipo de comportamiento regular, de hecho, este tipo de pruebas sélo indicaba que era
poco probable la existencia de alguna molécula captadora de hierro, que provocaré bajas en
la concentracién de hierro de los medios; el proyecto no se abandono debido a que al utifizar
el ensayo CAS para detectar sideréforos, este indicaba la existencia de estos compuestos,

ademas de que el ensayo Csaky también proporcioné indicios de la presencia de sideroforos.

A pesar de que el ensayo CAS para la deteccion de hierro no fue el método mas
apropiado para cuantificar las concentraciones de hierro en los sobrenadantes de las

cinéticas, si fue posible obtener resultados confiables al aplicar la prueba para la
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Grifica 1. Comparacion de los promedios de la concentracion de hierro en
GED de dos cinéticas de activacion de Entamoeba histolytica.
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deteccion de hierro a fos GED obtenidos de los distintos grupos experimentales al final de la

cinética, recordando que los GED previamente eran resuspendidos en solucién Ringer. Se
promediaron los resultados de las concentraciones de hierro en GED de dos cinéticas
(Grafica 1) y estos indicaban que aparentemente existian diferencias entre los grupos
experimentales, para confirmar se aplico una prueba de anova de un factor con un nivel de
significancia (@ 0.05) y esta nos indico que los grupos Ri, Ri-Co, Ri-Co-Fe y Ri-Co-Dip,
no representaban diferencias significativas con respecto a las concentraciones de hierro, fa
concentracion promedio fue de 4.7 mg/ml de hierro;, en cambio el grupe Ri-Fe fue

significativamente diferente a todos los demas grupos.

ENSAYO CAS PARA LA DETERMINACION DE
SIDEROFOROS.

Se aptic_:é el ensayo CAS descrito previamente, a las muestras obtenidas en la
cinética de activacibn, en ninguna muestra observamos un cambio de color hacia naranja o
amarillo, lo que significa una prueba negativa para sideréforos ( Schwyn B. y Neilands ] B.
1987). Sin embargo algunas muestras presentaban una coloracién rosada tendiendo hacia
vicleta y su absorbancia a 630 nm era cero, por ejemplo las muestras del grupo Ri-Co-Dip,
debido a esto, y conociendo que el 2,2 Dipiridil es un agente quelador del hierro, y el ensayo
CAS se basa en un cambio de color via Ia liberacién del hierro que contiene, decidimos
montar una prueba cualitativa, usando como estandar el siderdforo Desferal a distintas
concentraciones, en un intervalo de 0.004 a 10 mM y la misma prueba se aplico a la 8-

hidroxiquincleina. Para nuestra fortuna al poner a reaccionar estos estindares con el
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reactivo CAS (Tabla 11}, estos iban disminuyendo la tonalidad azulada hacia un tono

rosado tendiendo a violeta, precisamente varias de estas tonalidades se presentaron en los
grupos Ri, Ri-Co y Ri-Co-Dip, presumiblemente existia produccion de sideroforos. Schwyn
B. y Neilands J.B. para demostrar la universalidad del ensayo de CAS probaron varios
sideroforos, todos dieron pruebas positivas al cambiar de tonalidades azules a naranjas y
midieron la absorbancia a 630 nm, con estos resultados graficaron la absorbancia contra la

concentracion y observaron que la absorbancia disminuye conforme aumenta la

TABLA 1

TONALIDADES PRESENTADAS POR EL SIDEROFORO DESFERAL A
DISTINTAS CONCENTRACIONES EN UN ENSAYO CAS.

*0.004 0.02 0.07 0.15 0.25 0.50 1.00 10,00
+ + + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + +
Tonalidad Azul
+ + + + +
+
+
+

Tonalidad Rosa

* Las concentraciones estan dadas en (mM).
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concentracion, presentando un comportamiento lineal; las concentraciones que utilizaron

estaban en un intervalo de 0 a 0.015 mM, en cambio nuestras concentraciones son mas
elevadas, alrededor de 0.004 a 10 mM. La grafica presentada por los autores, debido a su
comportamiento lineal permite predecir que tendremos absorbancia de cero a
concentraciones de 0.019 mM aproximadamente; se aplico el ensayo CAS para la deteccion
de sideroforos en las muestras, al medir la absorbancia las tonalidades rosadas siempre
tenian absorbancia, cero, y en la prueba cualitativa aplicada al desferal las concentraciones
correspondientes a esta tonalidad estaban en un intervalo de 0.15 a 10 mM siendo mas altas

que 0.019 mM (Tabla 11}, por lo tanto se cumple lo que en teoria se esperaria.

ENSAYO CSAKY PARA LA DETECCION DE
HIDROXAMATOS.

Una vez que se aseguro que en el ensayo CAS existia la posibilidad de encontrar
sideroforos, utilizamos dos pruebas mas especificas, para identificar el tipo de sideroforo,

Estas fueron el ensayo Arnow que detecta catecolatos { Arnow L. E. 1937) y el
ensayo Csaky que detecta hidroxamatos. Con respecto al ensayo Armnow todas las pruebas

fueron negativas, y no hay un sideroforo del tipo catecol.

En las pruebas del ensayo Csaky, se obtuvieron resultados positivos, y se cuantifico
de manera aproximada la concentracién de hidroxamatos, tomando las consideraciones de
Gillan A. H., Lewis A. G. y Andersen J. 1981, el cual es un analisis semicuantitative. Y

construimos las graficas de tiempo contra concentracion de hidroxamatos.
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‘Todos los grupos dieron pruebas positivas, entre ellos destacaba el de Ri-Co (Grafica

2) este muestra un notable incremento en la concentracion de hidroxamatos a las 4 horas ,
también el grupo Ri-Fe presentd altas concentraciones de hidroxamatos teniendo sus valores
mas altos a las 4 y 6 horas. Podemos considerar que el grupoe Ri-Co-Fe se mantiene mas o
menos constante; el grupo Ri-Co-Dip tiene su méaxima concentracién a las 6 horas. En
general pedemos mencionar que tedos los grupos a las 6 horas bajan sus concentraciones de

hidroxamatos.

El ensayo Csaky también se aplico a los GED extraidos de los distintos grupos
experimentales al final de las cinéticas. Una parte de cada muestra era tratada con icido
acético (para eliminar colagena) y la otra parte no era tratada, finalmente todas fas muestras
fueron resuspendidas en solucién Ringer, y se aplico el ensayo Csaky, las concentraciones de

hidrodroxamatos obtenidas fueron graficadas (Grafica 3).

Para saber si existian diferencias entre los grupos, se aplicaron pruebas de anova de

un factor con un nivel de significancia (¢ 0.05).

En los GED no tratados con dcido acético, los grupos Ri, Ri-Co-Fe y Ri-Co-Dip,
eran iguale; entre si, lo mismo sucedid entre Ri-Co y Ri-Fe, estos dltimos grupos tenjan las
concentraciones mas altas de hidroxamatos en GED, y si recordamos en estos l‘nismos
grupos (Gréafica 2) también se encuentran las concentraciones mas altas de hidroxamatos en

los sobrenadantes.
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CONC. DE HIDROXAMATOS ( ugiml)

TIEVPO (frs.)
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Grafica 2, Medicion de la concentracion de hidroxamatos por medio det ensayo Csaky
En los sobrenadantes de los medios de cultivo de los distintos grupos

experimentales.
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Grifica 3. Comparacién de las concentraciones de hidroxamatos en GED por medio

del ensayo Csaky,
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Entre los grupos de GED sometidos a lavado con &cido acético (Grafica 3) no

existian diferencias en las concentraciones de hidroxamatos entre los distintos grupos. Se

observo que el acido acético reduce la concentracién de hidroxamatos de manera uniforme.

PROTEINAS EN GED.

De los distintos grupos expenmentales, se determino en GED e! contenido de
proteinas totales. Para saber si existian diferencias en la produccion de proteinas se utilizo
una prueba de anova de un factor con un nivel de significancia ( o 0.05), el analisis

estadistico indico que no exitian diferencias en la produccién de proteinas en GED. El

promedio fue de 67.974 pg / ml.
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DISCUSION

Inicialmente se ensayaron cinéticas de activacion, con periédos de 22, 24 y 28 hrs,,
para dar tiempo a que /£, histolptica alcance la fase estacionaria, debido a que en esta, se han
reportado las maximas producciones de sideréforos en otros microorganismos (Neilands
J.B. 1984). Sin embargo la solucion Ringer no era capaz de mantener a las células en estos
lapsos de tiempo, estas se dafiaban y morian, en este caso cualquier evidencia de la sintesis
de sideroforos no es real, porque no se puede asegurar gue esto sea un efecto de células
vivas, o simplemente la interferencia de productos de la lisis celular o alguna causa
desconocida. Se eligio realizar cinéticas con una duracion de 8 hrs., debido a que amibas, en
este lapso de tiempo se conservaban en buen estado y la viabilidad era cercana o ligeramente
mayor al 100 % (+/- 7 %), asi se tenia la certeza de que cualquier efecto era causado por
células vivas, ademas como el nimero de amibas se mantenia mas o menos constante, en
este lapso tiempo, las células estaban en fase estacionaria, que es la ideal para este tipo de
ensayos. Seguramente la solucidn Ringer debido a que solo contiene tres cloruros (Na, K y
Ca) no proporciona a las células los nutrientes necesarios ( como hiecro, fosfatos,
carbohidratos, etc.) para que estas se desarrollen y reproduzcan, por lo que las amibas se
ven forzadas a parar su reproduccidn, entrando a una fase estacionaria que se prolonga por

10 hrs., después de este tiempo e} nimero de células baja.

Con respecto a la alta mortalidad presentada en el grupo Ri-Co-Dip, tal vez se pueda
explicar como consecuencia de que al ser el 2,2 dipinidil un quelador de hierro afecto las vias

metabolicas de E. histolytica dependientes de hierro, al respecto se han probado farmacos
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con propiedades queladoras de hierro, como la 8-hidroxiquinoleina y compuestos

relacionados, demostrandose que la quelacion esta relacionada con la actividad antiamibiana
por lo menos a nivel in vitro; se cree que algunos queladores forman compuestos con iones
metalicos y pueden privar al microorganismo de nutrientes esenciales; otra forma propuesta
es que algunos queladores como los dieti! carbamatos y 8-hidroxiquinoleinas al formar
compuestos con iones metélicos penetran mas facilmente al organismo y estando dentro de
la célula puede darse el caso de que el sideréforo este presente en forma libre y como un
complejo quelador : metal, el siderdforo hberade va estar dentro de la misma célula
privandola del hierro necesario para su metabolismo ademés de que puede atrapar otros
metales como el cobre, también necesario para la célula ( Taylor R.G. y O'Connel L.S.

1987).

Con respecto al ensayo CAS para la deteccion de hierro, éste no fue el método mas
apropiado para cuantificar hierro en los sobrenadantes de las cinéticas de activacion, hasta
ahora no esta reportado que alguna de las sales de la solucion Ringer o la colagena que
pudiera estar presente, afecten de alguna manera el ensayo, sin embargo la prueba dio
resultados repetibles al medir el contenido de hierro en GED, se debe de hacer notar que los
GED se obtienen libres del medio de cultivo, en este caso parece ser que los medios de
cultivo no influyen el contenido de hierro en GED, solamente el grupo Ri-Fe tenia
concentraciones mas altas que los otros grupos ( Grafica ! ) y como su contraparte Ri-Co-
Fe era igual a los demas grupos con respecto at contenido de hierro en GED, es posible que

la colagena pueda atrapar hierro, pero no existen reportes que apoyen esto,
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En cuanto al contenido de hierro en GED parece ser que la cantidad de hierro

presente en general sc mantiene igual con promedio de 4.7 mg/mi, con esto seguimos

confirmando que el hierro es un componente de los GED (Leén G. et at 1997).

Los sideroforos estan ampliamente distribuidos en especies microbianas aerdbicas y
anaerobicas facultativas. La lista de microorganismos conocidos que producen siderdforos
incluyen varias bacterias entericas; bacterias y fungi patdgenos de humanos, animales y
plantas, microorganismos del suelo; especies gram negativas y positivas, algas verde azules
(Cyanobacteria) y algas superiores; bacterias fijadoras de nitrdgeno, y muchos tipos de
fungi, incluyendo todas las especies de Penicillum, Neurospora, Basidiomicetes y ciertos

tipos de levaduras (J.B. Neilands 1984).

En el presente trabajo se logro detectar la produccion de sideréforos en E.
histolytica por lo menos quimicamente, a este respecto, debemos hacer notar:  En ningln
protozoario se ha podido comprobar la produccion de sideréforos, por lo que ésta es la
primera vez, inaugurando un nuevo campo de trabajo. Esto a su vez puede motivar la

investigacion hacia la deteccion de sideréforos en otras especies de protozoarios.

E. hi:stolytica desde hace un buen tiempo era un candidato idoneo, para intentar
detectar sideréforos, ya que es un organismo patdgeno con altos requerimientos de hierro, y
debido a que se tiene conocimiento que varios microorganismos invasores poseen sistemas
de captacion de alta afinidad al hierro (sideroforos), y que estos estin estrechamente

relacionados a la patogenia, E. histolytica cumplia este requisito, ademas como se menciona
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al principio, la regulacion de la expresion de Ja Superoxido Dismutasa era parecida a la de /..

cofi (Bruchhaus 1y Tannich E. 1994), entonces habia similitudes entre los dos parésitos en
la regulacion del hierro tal vez E. histolytica poseia siderdforos. Estos dos puntos de vista

€n un principio motivaron la investigacion en este campo.

Nosotros pensamos que parte de los intentos, que no lograron detectar siderdforos
en fu. histolytica se pudieron deber a que al montar el ensayo CAS, los investigadores
esperaban que las pruebas positivas originaran tonatidades naranjas o amarillas; sin embargo
pruebas positivas pueden dar lugar a tonalidades grises (comunicacion personal Dr. José de
Jesis Serrano) y en este trabajo se pudo demostrar que tonalidades rosadas y violetas son
producidas cuando la concentracion de siderdforos que reacciona con solucion ensayo CAS
se mantiene arriba de 0.15 mM | y debido a que el ensayo CAS es independiente de la
estructura del sideroforo ( Schwyn B. y Neilands J.B. 1987) es posible que otros sideroforos

se comporten igual, pero s necesario hacer mas pruebas con otros sideréforos.

Para tratar de explicar como se originan estas tonalidades citaremos a Langmyhr
E.J. y Klausen K.S. (1963), ellos reportz.a.ron que la molécula CAS puede adoptar varias
tonalidades, dependiendo del numero de hidrogenos extras incorporados a la molécula, asi
tenemos que la tonalidad azu! no tiene H extras ( Ch™), la amarilla tiene un H (HCh™),
rojo dos H (H;Ch?), naranja tres H (HsCh™) y la tonalidad rosada puede tener 4 6 5
hidrogenos extras (HyCh o HsCh'"). Como se puede notar las tonalidades rosa tiene mayor
numero de hidrogenos incorporados cuandoe un sideréforo incorpora Fe, existe una

liberaciéon dezl { Hider R.C. 1984) las ecuaciones correspondientes se presentan en la
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pagina 5, debido a que el reactivo CAS cede Fe al sideroforo este tipo de reacciones se

presentan, por lo tanto es posible que estos H se incorporen a la molécula CAS, y entre
mayor sea la concentracion de sideroforo existirain mas H disponibles y se presentaran
tonalidades Rosas y viceversa con las tenalidades amarillas y naranjas. En nuestro caso la
tonalidades Rosas se daban a concentraciones arriba de 0.15 mM v las tonalidades azules,
amarilias y naranjas se presentaban en un intervalo de 0 a 0.015 mM (Schiwyn B. y Neilands
JB. 1984} por lo tanto existen cierta correspondencia, sin embargo hay que reconocer que

esta hipotesis se debe demostrar.

Otra manera de liberar H seria reduciendo el pH, pero debido a que el amortiguador
piperazina anhidra forma parte de la solucion CAS se descarta que ¢l reactivo por si solo
tuviera influencia en el cambio de tonalidad, ademas que se fue muy estricto al usar esta

solucidn, para evitar errores debido al mal estado de la misma.

Desafortunadamente no existe otro protozoario que produzca sideréforos para poder
realizar comparaciones con respecto a nuestro trabajo. De los microorganismos productores
de. siderdforos, las bacterias patogenas entericas serian lo mas cercano a E. histolytica, sin
embargo no podriamos usarlas como parimetro para ver si la produccién de sideroforos es
alta o baja, por las siguientes razones: El tamafio promedio de las baéter]as esde2 pyelde
las amibas 25 p (Martinez-Palomo A. 1989), doce véces mas que las bacterias, por lo tanto
no se puede comparar directamente la produccion sideréforos entre amibas y bacterias, no
conocemos la estructura del sideréforo, esto nos ayudaria a saber si es producido por otro

microorganismo, por ejemplo la aerobactina es producida por varias bacterias, en el mismo
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caso se encuentra la enterobactina (Neilands J. B. 1984), y si no fuera este caso se podria

buscar algin sideroforo con estructura parecida para tratar de hacer alguna comparacion.
Debido a que la produccion de proteinas en GED es igual en todos los grupos
experimentales, es posible que la colagena no tenga ningun efecto sobre la produccion de
proteinas en GED, en estas condiciones experimentales, ya que la produccion se mantiene
igual, aun en presencia o ausencia de colagena. En cambio el calcio que estuvo presente en
la misma concentracion en todos los grupos experimentales, puede ser el factor que estimula

la produccion de proteinas en GED.

Como ya observamos en las grificas 2 y 3 todos los grupos experimentales
producian hidroxamatos, este comportamiento se podria deber a que la produccion vy
secrecion de sideroforos tenga una regulacion parecida a la presente en GED, en estos
siempre es posible detectar GED, pero cuando se da interaccion con Colagena tipo 1y
calcio, va a existir un incremento en la sintesis de GED (Mufioz M. L. et al 1990); y como
los hidroxamatos también se detectaron en GED, tal vez estén asociados a estos, y los
sideréforos sean uno mas de los productos que transportan los GED, a consecuencia de esto
se esperaria que siempre existiera produccion de sideréforos y esta sintesis se incrementara
con concentraciones de hierro bajas ademas de la presencia de calcio. De ninguna manera
seria un desperdicio producir continuamente sideroforos, recordemos que en condiciones
normales el pH en intestino delgado y grueso tiene un intervalo de 6.89 - 7.51 (Schutz 8.G.
et al 1989) y el hierro es insoluble a estos pHs, ademas existen proteinas como la

Jactoferrina que secuestra el hierro (Neilands J.B. 1984), por lo que el medio ambiente que
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encuentra inicialmente k. histolytica es pobre en hierro, y en estas condiciones producir

continuamente sideroforos seria una ventaja.

Es logico pensar que como los sideréforos poseen una parte péptidica, al existir
diferencias en ta produccion de estos en los grupos experimentales estas diferencias también
se verian reflejadas en la produccion de proteinas en GED, sin embargo no es el caso. Para
explicar esto, recordemos que el ensayo Csaky es una prueba semicuantitativa y utilizamos
el sideroforo Desferal como estandar, en este caso solo tenemos una idea aproximada de la
cantidad de hidroxamatos, para saber la cantidad exacta de hidroxamatos deberiamos tener
aislado nuestro sider6foro y usarlo como estindar en este ensayo, ademas la parte péptidica
de un sideroforo varia, en cuanto a composicién y contribucion al peso total de la molécula,
dependiendo del sideroforo que se trate, y debido a que obtuvimos en GED concentraciones
de hidroxamatos con un intervalo de 2.7 a 7.9 mg/m! al, compararlos con el promedio de
produccion de proteinas en GED (67.974 mg/ml), es muy posible que estas cantidades no
produzcan diferencias significativas en sus respectivos grupos experimentales. También se
debe de recordar que los GED en su composicién, estan formados por varios polipéptidos,
con pesos moleculares que van de un intervalo de 26 a 149 Kilodaltones (KDa), ademas de
otras moléculas (Leén G. et al 1997), en cambio los sideréforos tienen pesos moleculares
€on un inter.valo de 500 a 1000 Daltones {Dz) (Neilands J.B. 1981), por lo tanto para
aumentar el numero de moléculas de siderdforo disponibles, no es necesario incrementar de
manera notable el peso de los GED, ademas de que los siderdforos pueden reciclarse (Hider

R.C. 1984)
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Enseguida analicemos el comportamiento de cada grupo expenimental con respecio a

la concentracion de hidroxamatos.

El grupe Ri-Co respondio a nuestras expectativas, fue uno de los grupos
experimentales que tuvo las concentraciones mas altas de hidroxamatos tanto en GED
(Grafica 3) y en los sobrenadantes de los medios (Grafica 2). recordemos que tema
concentraciones bajas de hierro, y estaba presente el ion el calcio, ya se ha hablado

repetidamente como estos factores podrian intervenir en la produccion de sideroforos.

Si observamos la grafica 3, podemos observar que en los GED el grupo Ri tiene
bajas concentraciones de hidroxamatos, a comparacion con el grupo Ri-Co; de esta manera
se puede ver que la colagena tal vez incremente la produccién de hidroxamatos,
desgraciadamente no se pudo medir el contenido de hidroxamatos en los sobrenadantes de
este grupo, y por el momento no conocemos su comportamiento en este caso, contrario a
los demas grupos que tanto en las graficas 2 y 3 tienen un comportamiento parecido. De esta
manera, la influencia de ia colagena sobre el incremento de la sintesis de GED debe ser

objeto de un estudio mas detallado

Respecto al grupo Ri-Co-Dip este presento una mortalidad muy alta, y como lo
explicamos al principio de la discusion, los resultados en este grupo no son confiables
ademas de que el 2,2 dipiridil puede afectar a £. histolytica, por lo que este grupo queda

descartado.
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El grupo Ri-Co-Fe tiene las concentraciones mas bajas de hidroxamatos en los

sobrenadantes de los medios (Grafica 2) y en cuanto al contenido de hidroxamatos en GED
(Grafica 3) este grupo no entra enire los que tuvieron las concentraciones mas altas y como
lo explicamos, antes posiblemente siempre existe sintesis de siderdforos, pero en este caso
no se dispara la sintesis. Si recordamos gue et contenido de hierro en GED (Grafica 1) en fos
dos grupos con hierro, el que contenia colagena poseia una menor concentracion de hierro,
de aqui se deduce que la coldgena atrapa el hierro; por lo tanto si la amiba fagocita colagena

también incorporaria hierro, de esta manera seria innecesaria la sintesis de sideroforos.

El grupo Ri-Fe a pesar de contener hierro, fue uno de los grupos con mayores
concentraciones de hidroxamatos (Grafica 2 v 3), de acuerdo con lo explicado deberia ser lo
contrario. Por el momento no esta reportado gue el hierro o alguna de las sales de la
solucion Ringer afecte de alguna manera el ensayo Csaky, en este grupo no hubo problemas
con la viabilidad de las amibas. Una posible explicacion seria que debido al pH 7 de la
solucion Ringer el hierro presente estaria en un estade de oxidacion de +3 siendo muy
insoluble (Sanchez Salas J.L. 1990), por lo cual 12 amiba no lo puede asimilar directamente y

es necesano producir sideroforos.

Los experimentos nos indicaron que de todos los medios de mantenimiento
ensayados, el formado por Ringer-Coligena, parece ser el candidato iddneo, para el
aislamiento e identificacion del sideroforo, por las siguientes razones: 1) el contenido de
hierro en este es bajo, y como se ha mencionado repetitivamente, las bajas concentraciones

de hierro provocan la produccion de siderdforos; 2) la viabilidad de las amibas es bastante
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buena, lo que garantiza resultados confiables; 3) fue el grupo experimental que tuvo las

concentraciones mas altas; 4) las graficas obtenidas en este medio son similares en distintos

ensayos.

La maxima concentracion de siderdforos detectada en este medio, se dio en el lapso
de 4 a 6 hrs., por lo que para obtener, una buena produccidn, lo conveniente es recuperar las
cétulas pasadas 6 hrs. y usar este sobrenadante para obtener sideroforos. A pesar de que en
los GED pudieran contener sideroforos, no es recomendable aislarlos de aqui, ya que los

GED poseen varios polipectidos (Ledn G. el at 1997), la cual haria dificil la extraccion.

Podemos mencionar que si existiera el siderdfore, tal vez sea enviado al medio
exterior via los GED:; como los GED contienen en su composicidn varios elementos
quimicos y péptidos, destacando la enzima colagenasa; los GED actian como un medio para
la secrecion de estos componentes (Mufioz M.L. et al 1982 y1994, Leon G. et al 1997).
Debido a que se pudieron detectar sideroforos en los GED, posiblemente también sean
componentes de &stos, y por fo tanto, se liberen al medio exterior junto con los GED.

También se sabe que los GED tienen hierro en su composicion (Ledn G. et al 1997),
y como hemos visto este es el elemento sobre €l cual actban Jos sideroforos, este hecho
apoya en parte la suposicion de que los siderdforos formen parte de los GED, ya que tal vez

el hierro presente este unido a estas moléculas.
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Gracias al ensayo Csaky se pudo demostrar que el sideréforo producido por £

histolytica es del tipo hidroxamato; en este tipo de siderdforo se detecto, tanto en GED y

tos sobrenadantes de los distintos grupos experimentales.

Es posible que la naturaleza quimica del sideréforo detectado en E. histolytica pueda

representarle alguna ventaja al parasito, a la hora de iniciar la invasion a su hospedero. A

continuacioén apoyaremos esta afirmacion.

E. coli produce dos tipos de siderbforos: La enterobactina del tipo catecol y la
aerobactina del tipo hidroxamato, los dos pueden remover hierro de la transferrina, pero la
adicién de albumina humana a la solucion de hierro-transferrina y enterobactina resultd en
una inhibicidn de la transferencia de hierro; en cambio la adicién de albiimina humana, no
afectd fa transferencia de hierro cuando el ligando era la aerobactina. Debido a que la
enterobactina posee un carcter aromatico (todos los catecoles tienen por lo menos un anillo
benzenico) se une con la albumina, y esta puede unirse a una gran cantidad de ligandos
hidrofébicos, las drogas unidas a la albimina, afectan su transporte entre tejidos y organos y
U concgntracic’m efectiva, la union también protege contra los efectos toxicos de los
ligandos atrapados. La albimina unida a otras proteinas de! plasma, esta distribuida a través
de la mayoﬁa de los fluidos extracelulares del cn-xerpo, tanto en los compartimientos
intravasculares y extravasculares, El paso de la albiimina a los fluidos interticiales, hace que
esta proteina esté disponible para todas las células y extienda su efecto protector a un
nimero de compuesto potencialmente toxicos, entre ellos la enterobactina. La virulencia de

k. coli-depende en mayor grado de la aercbactina, ya que no tiene una afinidad detectable
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para la albumina y puede actuar como un mediador de la entrada de hierro, de la transterrina

hacia la bacteria, ain en presencia de proteinas del suero (Kanopka K. y Neilands J.B.
1984). Otro trabajo vino a confirmar esto Gltimo, en cepas de £, cofi que producian el
sideroforo aerobactina, presentaban resistencia a la fagocitosis y poseian una virulencia mas
marcada, que las cepas sin aerobactina, en modelos murinos de bacteremia; en cambio no
existia ninguna relacion entre la preduccion de enterobactina y la virulencia de £ cofi

(Montgomerie J.Z. et al 1984).

Habiendo revisado lo anterior y conociendo algunas de las caracteristicas peculiares
de la amibiasis humana invasiva como serian: Es altamente destructiva, causa una ripida y
extensa necrosis y licuefaccion de todos los tejidos atacados por el parésito; estimula una
respuesta inflamatoria pequefia y localizada, especialmente cuando se le compara con la
extension de dafio de los tejidos; las regiones de tejido extensamente destruidas, estan
acompaiiadas por hemorragias severas (Pérez-Tamayo R. et al 1990),
Como consecuencia de la inflamacién, en una infeccion por k. histolytica, habria una
vasodilatacion, originando la salida de la circulacién de células y proteinas entre eilas la
albiimina, transferrina y lactoferrina, originando, principalmente un aumento de albiimina en
los sitios de inflamacién;, ademas tas hemorragias producidas por el parasito, también ayudan
a que aumente notoriamente la liberacidn de proteinas de la circulacién sanguinea,
destacando la albimina y la transferrina, esta iltima como lo explicamos anteriormente
puede ser una fuente de hierro. Por lo tanto en este medio, un sider6foro del tipo catecol,
tendria problemas para desempefiar sus funciones, y gracias a que E. Aistolyfica produce

hidroxamatos, la captacion de hierro no podria ser afectada.
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La fagocitosis es una propiedad de k. histolytica estrechamente relacionada con la

virulencia. Después de que la citolisis por contacto de células blanco ocurre, las amibas
patogenas ingieren las células lisadas, sin embargo también pueden envolver células vivas.
En general las cepas patogenas presentan una alta tasa de eritrofagocitosis; en contraste
amibas no patogenas y aquellas con virulencia atenuada, ingieren pocos eritrocitos. La
ingestion de glébulos rojos por amibas patdgenas constituye un proceso rapido y eficiente
(Martinez-Palomo A, Gonzalez A. y Chavez B. 1990). Por lo tanto, se podria pensar que el
proceso fagocitico de K. histolytica, aportara el hierro necesario para satisfacer las
necesidades del parasito, esto pensando que el 75% del hierro en el cuerpo humano esta
localizado intracelularmente como hemoglobina. Y por lo tanto esto nos llevaria a pensar
que un sistema de captacion de hierro por medio de sideroforos seria innecesario, sin
embrago en otros parasitos se han encontrado sistemas alternos de captacion de hierro
ademas de un sistema del tipo sideréforo. A continuacion citaremaos los ejemplos.

Bajo condiciones de limitacion de hierro Fibrio cholerae el causante del colera,
sintetiza y secreta un sideroforo llamado vibriobactina que ha sido relacionado con la
patogenia, ademds de producir una hemolisina que puede lisar eritrocitos y otras células
eucarionticas, liberando complejos que contienen grupo hemo, es posible que los
compuestos'liberados que conticnen heme, puedan servir como una fuente de hierro,
ayudando a V. cholerae a establecer una infeccion. Al realizarse estudios sobre como pueden
influir estos sistemas de captacion de hierro en la virulencia del parasito, los resultados
obtenidos indicaron, que tanto la pérdida de la utilizacién de hemo y el sistema de entrada

por vibriobactina, reduce la habilidad del organismo para colonizar el intestino y causar
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enfermedad, particutarmente cuando el inoculo es de tamafio reducido. La cepa de tipo
silvestre era habil para sobrevivir en el intestino y en muchos casos presentaba la maxima
multiplicacion, ademas de que el numero registrado de cada mutante (con un sélo sistema de
transporte) fue significativamente mas bajo. Cuando los dos sistemas estaban ausentes, la
habilidad del parasito para colonizar el intestino se reducia intensamente. De esta manera
existe una relacion entre la habilidad para adguirir hierro por el uso del sistema sideréforo o
el sistema de utilizacién de hemo v la facilidad de V. cholerae para causar enfermedad. Estos
datos sugieren que la utilizacién del sistema hemo o el sistema de entrada por vibriobactina,
puede servir como un sustituto cuando €l otro sistema es incapaz de transportar el hierro,

pero la maxima virulencia requiere la expresidn de los dos sistemas (Henderson D_P. y Payne

- S.M. 1994),

Algunas cepas de /. cofi poseen la habilidad de sintetizar una hemolisina, muchos
estudios han presentado que una alta proporcion de aislados de . coli de todos los sitios de
infeccion extraintestinal en el hombre son hemoliticos, ademas de que las cepas hemoliticas
son mas virulentas en ratones y ratas que las cepas no hemoliticas o mutantes; y debido a
que £ coli puede obtener hierro de hem libre, las hemolisinas, no Unicamente son
citotoxicas, ademas aportan hierro a la bacteria (Griffiths E. 1985). Por lo tanto este es un
sistema de captacion alterno a la captacion por los sideroforos enterobactina y aerobactina

presentes en £. coli.

Después de ver esta evidencia es muy probable que E. histolytica se comporte de la

misma manera, es decir, todos los sistemas de captacion de hierro deben de expresarse para
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que se¢ facilite la invasion del hospedero por parte del parésito. Debemos recordar que /.

histolytica habita el intestino gruese, y como el pH presente en este tiene un intervalo de
6.39 - 7.51 (Schultz S.G. et al 1989) el hierro tiene un estado de oxidacidon de +3, siendo
muy insoluble, ademds de que el hierro presente en estos ambientes estz unido a proteinas
como la lactoferrina, por lo que el hierro disponible disminuye bastante. La misma situacion
se presentaria en V. cholerae y E. coli. Que son bacterias entericas, que como ya revisamos,
tienen sider6foros y hemolisinas, que ayudan a la captacién de hierro, en consecuencia no es
de extrafiar' que E. histolytica resuelva parte de la escasez del hierro con la produccion de

sideroforos, complementando la lograda por a fagocitosis.
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CONCLUSIONES

Este es el primer trabajo donde se reporta la presencia al menos quimicamente de un
sideroforo en un protozoario, lo cual abre una puerta de estudios y apoya la idea de que los

sideroforos son importantes para casi cualquier microorganismo patbgeno.

El cambio de tonalidad en el ensayo CAS para la deteccion de siderdforos esta
relacionado con la concentracion del sideroforo e hipotéticamente con la liberacion de H del

siderdforo y posterior incorporacion del H a la molécula CAS.

Fue posible detectar la produccion de sideréforos en los sobrenadantes de los medios
de cultive de E. histolytica, al igual que en los GED producidos por éste parasito. El

siderofore detectado pertenece al grupo de los hidroxamatos.

Se sigue confirmando que al igual que en otros microorganismos, en Ir. histolytica el
aumento de la sintesis de hidroxamatos es esiimulado por la baja disponibilidad de hierro en
el medio. Todavia no queda muy claro si la coliagena también es un factor que estimule la

sintesis de hidroxamatos.

La méaxima produccién de hidroxamatos en k. histolytica se dio en el medio que

contenia colagena tipo | y calcia.
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El calcio parece ser ¢! factor que estimula }a produccion de proteinas en GED.

El ensayo CAS para la deteccion de hierro no es el método mas adecuado para
cuantificar hierro en los sobrenadantes de estos experimentos, solo fue util para conocer la

cantidad de hierro en GED

Se confirmé que los GED contienen hierro, y sus concentraciones se sitan en un

promedio de 4.7 mg/ml.
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PERSPECTIVAS

Es necesario que en posteriores trabajos s¢ estudie mas a fondo, si la coligena
también participa en el incremento de la sintesis de hidroxamatos, ademés de ensayar medios
en los cuales el hierro este presente en un estado de oxidacién de +2 para poder tener un

parametro de comparacion, con respecto a otros medios con hierro escaso o insoluble.

Como ya se sabe la expresion de la méixima patogenicidad, requiere de un adecuado
suministro  de hierro, es probable que al suprimir en k. histolytica la produccion de
sideroforos, tal vez afecte al pardsito, en cuanto a su capacidad para invadir el intestino,

aunque no podemos afirmar que al realizar esto, el parasito pierda totalmente su virulencia,

El sideroforo de E. histolytica, puede ser blanco para et disefio de farmacos contra la
amiba. Varios métodos han sido sugeridos para ¢l desarrolio de antibiéticos basados en
siderdforos y andlogos. Queladores muy efectivos pueden privar a los microbios patogenos
del hierro esencial para su desarrollo. Esio puede ser acompafiado por la quelacion
competitiva del hierro o por el bloqueo del sitio de unidn al receptor del hierro con un
sideroforo analogo no funcional o el sustrato del sideréforo natural unide a otro metal
metabélicamente menos 1itil. Alternativamente, la fijacidn directa de componentes letales a.
sideraforos pueden dar lugar a una nueva forma de liberar farmacos, que utiliza el sistema de

transporte de hierro del mismo organismo patégeno. Otro modo de accidn, la generacion de
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radicales hidroxilo mediada por hierro puede inducir dafio al DNA microbiano (Miller M.J.

1989).

Es neccesario determinar la estructura quimica de este sideroforo del tipo
hidroxamato, se recomienda utilizar un bioensayo con alguna cepa que detecte
especificamente hidroxamatos, para dar por concluida la primera fase de este trabajo,

posteriormente se pueden hacer estudios de regulacion de la produccion del sideroforo y su

relacion con la patogenia del parasito.

Como podemos ver, se abrié un nuevo campo de trabajo, y no solo en £, histolytica,

también es posible que se motive la investigacion hacia otros protozoarios parasitos.
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